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摘 　要 : 从分子印迹毛细管电色谱整体柱的基本原理入手 , 介绍了毛细管的预处理方法 ; 讨论了色谱柱制备
过程中 , 印迹分子、功能单体、交联剂、引发剂、溶剂的选择以及比例的影响 ; 比较了光引发及热引发两种
聚合方式的特点 ; 阐述了聚合时间、聚合温度的控制 ; 并探讨了色谱分析过程中检测电压、检测温度、流动
相组成等操作条件的影响。最后介绍了分子印迹毛细管电色谱整体柱领域一些新的研究方向 , 并对其今后的
发展进行了展望。
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Ab s tra c t: Molecularly imp rinted monolithic column (M IPMC ) for cap illary electrochromatography
(CEC) is a novel technology in analytical science and has shown significant advantage in the separation
of chiral compounds or diastereomers. The developments ofM IPMC for CEC were reviewed. The p rinci2
p le, methods, p retreatment of cap illary as well as the trends and p rospect ofM IPMC for CEC were dis2
cussed. 34 papers were cited.
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分子印迹技术是将印迹分子 (模板分子 )、功能单体、交联剂、引发剂、溶剂 (致孔剂 )按一定的比
例混合、静置 , 使功能单体以共价键或非共价键与印迹分子充分结合后 , 采用紫外光引发或热引发聚
合反应 , 再将模板分子洗脱 , 以制备可识别模板分子的高分子聚合物 , 即分子印迹聚合物 (molecular
imp rinting polymers, 简称 M IP)的一种技术。该技术可广泛用于色谱分离分析、制备催化剂、传感器、
固相萃取等。1972年 , W ulff等 [ 1 ]首次成功制备出分子印迹聚合物 , 1993年 , Mosbach等 [ 2 ]在 Nature
上发表了有关茶碱分子印迹聚合物的报道 , 使分子印迹技术成为化学和生物学交叉的新领域之一 , 此
后 , 分子印迹技术受到广泛关注 , 发展十分迅速。在色谱学领域中 , 由于 M IP的高度交联性 , 有良好
的机械和化学稳定性和较长的使用寿命 , 使其成为良好的色谱填料 [ 3 ]。但由于峰展宽以及拖尾的影响 ,
分子印迹液相色谱的应用受到限制 , 而毛细管电色谱 (CEC)技术能显著提高印迹聚合物的分离能力 [ 4 ]。
毛细管电色谱结合了毛细管电泳及液相色谱的分离优势 , 利用了色谱填料的高分离能力 , 以电渗
流驱动流动相使其具有更高的柱效 , 理论塔板数远远高于高效液相色谱 [ 5 ]。毛细管电色谱整体柱是毛
细管电色谱研究中的一种新技术 , 在毛细管内壁以共价键键合大孔填料 , 避免了开管柱柱容量低 , 填
充柱容易在塞子处产生气泡等缺点。将分子印迹技术及毛细管电色谱整体柱技术相结合 , 发挥两种技
术的优势 , 即产生了分子印迹毛细管电色谱整体柱技术 [ 6 - 7 ]。1994年 , N ilsson等 [ 8 ]第 1次尝试将 M IP
应用于 CEC中。早期的研究都是基于本体聚合 M IP, 将 M IP粉碎过筛后 , 再将 M IP微粒填充到毛细管
中 [ 9 ]。1997年 , Schweitz等 [ 10 ]首次在毛细管内成功地原位合成制作 M IP大孔整体柱。目前 M IP - CEC
主要应用于手性分离检测、结构相似物的分离分析等领域。
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1　分子印迹毛细管整体柱的制备
分子印迹毛细管电色谱整体柱的制备过程为 : 向预先处理好的毛细管中注入聚合反应液 , 通过热







格氏反应方法分为 3步 , 如图 1所
示 , 首先利用碱溶液清洗毛细管的内




硅烷化一般分为两步 , 如图 2所









与 Si—O 键相比 , Si—C 键更稳
定 , 但格氏反应条件较难掌握 , 步骤比较繁琐 , 而且要用到剧毒的氯化亚砜 , 因而硅烷化技术应用更
为广泛。
112　预聚合反应液的组成
11211　印迹分子 　理论上来说 , 可以选择任何分子如有机小分子、金属离子和其他离子、蛋白质、
细胞 , 甚至矿物晶体 [ 12 ]作为印迹分子。但要充分考虑到印迹分子在所选溶液中的溶解度问题 , 如蛋白
质等生物大分子 , 在非水相体系中较难溶解甚至变性 , 而水相体系由于溶剂极性较大 , 往往会影响印
迹分子与功能单体之间的相互作用 , 降低印迹效果。
11212　功能单体 　在印迹聚合物的制备过程中 , 功能单体参与聚合反应 , 分子内需具有与印迹分子
发生化学作用的结构单元 , 还要具有在电泳过程中可解离的基团 , 以产生电渗流。最常用的功能单体
是α2甲基丙烯酸 (MAA ) , 其分子内具有 1个碳碳双键可参与聚合反应 , 还具有 1个羧基 , 可与氨基发
生离子作用 , 也可与酰胺、羟基、醚、脲、羧基等形成氢键 , 由于氢键具有方向性及饱和性 , 作用力
较强 , 因此能产生选择性和亲和性较好的 M IP[ 13 ]。MAA中的羧基还可在电色谱流动相中电离出质子 ,
产生电渗流。
功能单体 MAA与印迹分子的比例越高 , 制备出 M IP对于对映体的选择性越高 , 但分离度降低。最
高的分离度对应于最低的功能单体与印迹分子的比例 [ 14 ]。这说明 , 对映体选择性和非特异性结合都是
由聚合物中过量的功能单体控制的 [ 7 ]。减少 MAA与印迹分子的比例 , 可降低 M IP - CEC管的流动阻
力 , 可以通过改变印迹分子在预聚混合物中的比例来改变 M IP的形态 [ 14 ]。
也有研究者采用多功能单体同时作用的方法。L in等 [ 11 ]报道 , 将 MAA的用量减少 50% , 替换为
22乙烯基吡啶 (22VPy) , 可以提高苯丙氨酸在以 L 2苯丙氨酸 2N2苯胺为印迹分子的 M IP上的分离能力。
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可能是由于 22VPy吡啶环上的氮原子与某些模板分子中的羧基产生离子作用 , 因此导致了更好的分
离 [ 15 ]。Schweitz等 [ 16 ]使用与印迹分子产生弱相互作用的单体 , 如甲基丙烯酸甲酯 (MMA )或甲基丙烯
酸丁酯 (BMA)代替原甲基丙烯酸量的 50% , 可以增加外消旋的普萘洛尔的分离度。
11213　交联剂 　交联剂分子中含有两个或两个以上的乙烯基 , 常用的有二甲基丙烯酸乙二醇酯 ( ED2
MA )、三羟甲基丙烷三甲基丙烯酸酯 ( TR IM )、季戊四醇三丙烯酸酯 ( PETRA )、季戊四醇四丙烯酸酯
( PETEA )等 , 有报道指出 [ 14 ] , 与 TR IM、PETRA、PETEA相比 , 使用 EDMA作为交联剂制备的 M IP具
有最高的选择性 , 但是峰展宽较严重。使用 TR IM、PETRA、PETEA作为交联剂 , 制备的 M IP分离能
力依次下降。
使用 EDMA为交联剂 , 其与功能单体的适宜比例为 4 ∶1或 5 ∶1左右 , TR IM为交联剂时 , 与功
能单体的适宜比例为 1 ∶1左右。
11214　引发剂 　常用的引发剂有偶氮二异丁腈 (A IBN )、偶氮二异戊腈 (ABDV )、偶氮二异庚腈
(A IHN )等。其中 A IBN受热时性质不稳定 , 40 ℃逐渐分解 , 至 103～104 ℃时激烈分解 , 在分解过程
中产生自由基 , 引发聚合反应。在热聚合条件下 , 引发剂的用量与聚合反应的速率成正比。
11215　溶 　剂 　溶剂的选择主要从以下几点考虑 : ①印迹分子、功能单体等在该溶剂中具有一定的
溶解性 , 形成均一稳定的混合物。②印迹分子与功能单体是通过氢键、离子键、π -π键、疏水作用
等实现识别的 [ 17 ] , 选择溶剂时 , 要尽量避免溶剂与印迹分子间产生相互作用从而影响功能单体与印迹
分子的结合。因而 , 通常选用非极性溶剂 , 但考虑到模板分子的溶解性 , 也有报道使用乙腈等作为溶
剂或采用提高功能单体浓度的方法 , 以增加极性印迹分子在非极性溶剂中的溶解度 [ 18 ]。③要考虑到检
测时所用的流动相条件 , 以避免 M IP在检测过程中的溶胀。
溶剂中通常加入异辛烷、十二醇等惰性溶剂作为致孔剂 , 以增加 M IP流通性。致孔剂的含量十分
重要 , 以异辛烷为例 , 加入量过多 , 聚合物呈凝胶状 ; 加入量过少 , 生成的 M IP过于致密 , 毛细管的
流动性差。甲苯与异辛烷以体积比 9 ∶1混合作为溶剂时 , 制备的毛细管选择性较好 [ 14 ] , 但仍然是比
较致密的 , 要用 HPLC泵 , 在 415 ×107 Pa的高压下 , 才能将其打通。
113　反应条件的控制
为了制备出既有较好分离能力 , 又有良好流通性的毛细管柱 , 控制聚合反应进行的程度是必要的。
为消除氧气对自由基聚合反应的影响 , 反应前要使用超声波振荡及通入氮气等方法 , 除去反应液中溶
解的氧气。
11311　反应时间 　最初 , 研究者利用控制反应时间的方法来控制聚合度 , 即在特定时间停止聚合反
应 [ 10 ]。显然 , 该法对于不同的印迹分子 , 都要进行最佳聚合条件的优化 , 工作量较大。但最佳条件一
旦建立 , 即可确保 100%的合成成功率 [ 10 ]。但该方法的重复性仍然较差 , 要精确控制自由基聚合反应
是非常困难的 , 这意味着相同条件下制备的毛细管 , 可能具有不同的单体转换率。可以向反应液中加
入致孔剂 , 以减少反应时间对聚合度的影响。并且加入致孔剂异辛烷后 , 聚合反应进行完全仍能保持
柱子的良好通透性 [ 7 ]。
11312　反应方式 　根据引发方式 , 可将分子印迹毛细管电色谱整体柱分为两种 : 热引发聚合柱 , 紫
外光引发聚合柱。热引发聚合 , 反应条件简单 , 通常在 45 ℃至 80 ℃范围内 , 以偶氮二异丁腈或其他
引发剂 , 在水浴或者气浴中完成聚合反应。此方法适用于在紫外不透明的毛细管中制备色谱柱 , 但不
适用于热不稳定的印迹分子。紫外光引发可在低温下合成聚合物 , 一般是在 0 ℃或 0 ℃以下 , 使用 365
nm的紫外光照射引发聚合反应。紫外光引发与热引发相比有以下两个优点 [ 19 ] : ①可以在非常低的温
度下进行 , 低温有利于合成 M IP的选择性。②可将不需要填充聚合物的区域用紫外不透明的材料覆
盖 , 可以方便地控制柱内生成 M IP的位置及长度。
11313　反应温度 　反应温度的选择主要依据以下几个方面 : ①在较低的温度下 , 功能单体与模板分
子的结合能力较强 , 形成的复合物更稳定。因而在较低温度下进行聚合反应 , 能显著提高 M IP的选择
性 [ 20 ]。②在热引发聚合中 , 要注意单体、交联剂、引发剂的反应下限。如引发剂偶氮二异丁腈的热分
解下限为 40 ℃, 而且若采用 22乙烯基吡啶作为功能单体 , 则反应温度不能太低 [ 21 ]。在紫外光引发聚




制备完成的毛细管柱 , 可通过电子显微镜表征其形貌结构 , 并进行毛细管电色谱实验 , 评价其分
离性能。
图 3　CEC - M IP整体柱的电子显微镜扫描图 [ 10 ]
Fig13　Scanning electron m icrographs of a polymer2filled
cap illary column[ 10 ]
A. 毛细管内的整体聚合物由微米尺寸粒子的团粒构成 , 这些团粒
之间以直径为 1～20μm的微孔结合在一起 ( the monolithic polymers
filled in the cap illary were m icro2particles of 015 - 1μm in size and
were connected by 1 - 20μm m icropores) ; B. 适合液体流动的大孔
(macropore app rop riate for liquid flow magnified from the square
p resented in (A) ) ; C. M IP与壁面以共价键结合牢固
( the M IP was covalently bonded with the cap illary wall)
211　形貌结构
制备成功的毛细管形貌 , 如图 3所示 , 毛




以共价键结合 , 可以承受 610 ×107 Pa的压力
冲洗 [ 10 ]。
212　毛细管电色谱检测条件
21211　检测温度 　较高的温度下 , 流动相的粘
度小 , 且分子运动速度加快 , 导致印迹分子与
M IP的吸附 -解析速度加快。因此 , 提高温度可
以使迁移时间缩短 , 增大峰的对称性 [ 5 ]、提高
分离度以及柱效 , 但分离因子降低 [ 14 ]。
21212　流动相的组成 　流动相一般是由缓冲液
如磷酸盐等与甲醇、乙腈等有机溶剂混合而成。
缓冲液提供可导电的离子 , 甲醇、乙腈、丙酮等有机改性剂的加入 , 可以改变流动相的粘度 , 从而提
高电渗流 , 加快分离速度。Schweitz等 [ 7 ]发现 80% (体积含量 )的乙腈是优化流动相的最好起点。大部
分研究中乙腈体积分数为 70%～91%。
L iu等 [ 23 ]在以 1, 1′2联萘 22, 2′2二胺作为模板分子 , 分离 1, 1′2联萘 22, 2′2二胺及与其结构相似的 1,
1′2联 22, 2′2萘酚的研究中发现 , 提高流动相中盐的浓度 , 电渗流降低 , 这可能是由于双电层变薄所致 ;
在一定范围内 (0102～0105 mol/L )提高盐浓度 , 可提高分离因子 , 但盐浓度过高 ( 0106 mol/L ) , 焦耳
效应变大 , 分离因子降低。
有时印迹分子与 M IP作用太强 , 导致分离时间长 , 峰严重拖尾。在此情况下可加入一定量的乙酸 ,
利用其羧基与印迹分子竞争 M IP上的印迹位点 , 加快分离速度 , 改善峰形。但应该注意乙酸可能腐蚀
M IP, 造成不可逆的损失。
流动相中加入表面活性剂 , 如十二烷基硫酸钠 ( SDS)、十六烷基三甲基溴化铵 (CTAB ) , 聚氧乙烯
山梨醇酐单月桂酸酯 ( Tween 20)等 , 可以改变 M IP的表面性能 , 可能获得更好的分离效果 [ 16 ]。
缓冲液中的阳离子种类对分离效果无太大影响 [ 22 ]。
21213　流动相的 pH值 　流动相的 pH要高于一定的值 (一般是 pH > 3) , 才能使管壁以及 M IP表面基
团发生解离 , 以获得电渗流。但 pH过高 , 会腐蚀熔硅毛细管的内壁。pH值还会改变被分析物和 M IP
表面所带电荷 , 从而影响 M IP识别印迹分子 , 改变溶质的电泳迁移率。
在对映体分离中 , 流动相的 pH增加 , 通常选择性增大 , 但分离效率降低 [ 14 ]。这可能是由于高 pH
下 , 功能单体的解离度增大 , 非特异性吸附增加所致 [ 24 ]。对于非对映体 , 由于被分析物质的 pKa不
同 , 则要根据具体样品具体分析。如 Yan等 [ 25 ]以碱性较强的 42氨基吡啶 (pKa = 9126)作为印迹分子制
备出整体柱 , 在不同的 pH下分析 42氨基吡啶与 22氨基吡啶 (pKa = 6167)的混合物 , 结果表明 : 提高
pH值有利于分离 , 且柱效增加。
21214　分析电压 　电压增大可使电渗流增大 , 保留时间缩短 , 但电压升高带来的焦耳热效应会使柱
效降低 , 严重时会产生气泡 , 导致电流终止 , 分析失败。通常选择最大电压 (定义为电流与电压成线性
关系的最大值 )为分析电压。
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3　新技术
311　短管技术
Schweitz等 [ 22 ]将聚合单体和交联剂的浓度提高到通常采用浓度的 6倍 , 即功能单体与印迹分子的
摩尔比为 24 ∶1, 在 - 27 ℃下 , 以 350 nm的紫外光引发聚合 , 制备了短的 (S ) 2萘心安为印迹分子的超
大孔 M IP整体柱 (总柱长 35 cm, 有效 M IP整体柱长 815 cm ) , 在最佳 M IP - CEC分离条件下 , 30 s实
现萘心安的手性分离 , 使 M IP - CEC系统更适合微型分离 , 甚至有用于芯片研究的潜力。
312　多印迹分子 CEC




黄晓冬等 [ 24 ]认为对毛细管壁进行预处理过程中 , 大部分管壁上的硅羟基被屏蔽 , 电渗流主要依靠
M IP中的甲基丙烯酸单体的羧基基团解离产生。在甲基丙烯酸较少的情况下 , 电渗流较小。可采用压
力辅助的电色谱模式来加快样品洗脱。他们发现 , 随着外压的增大 , 被分析物的保留时间减小 , 且变
化幅度较大 ; 分离度先增大后减小 , 与高效液相色谱中得到的结论一致。
Lun等 [ 26 ]在以香兰素为印迹分子的整体色谱柱分离香兰素、邻香兰素及其结构相似物 (香兰醇、香
草酸 )的过程中 , 向毛细管两端同时加 1138 ×105 Pa的压力 , 有效抑制毛细管内气泡的产生。
314　二次聚合技术
Courtois等 [ 27 ]采用二次聚合的方法 , 有效地避免了毛细管柱制备过程中 , 聚合物过于致密的问题。
其基本原理是先以体积比为 4 ∶1的异辛烷 -甲苯混合液作为溶剂 , 安息香甲醚作为光引发剂 , 加入质
量分数为 40%的 TR IM在毛细管内合成结构疏松的聚合物 , 然后再向毛细管内注入含有印迹分子的预
聚混合液 , 以疏松聚合物为核心 , 在其表面上合成 M IP。此方法还有利于减少 M IP预聚混合液的用量。
315　增大电渗流
一般认为 , 当模板分子含有羧基时 , 22VPy或 42乙烯基吡啶 ( 42VPy)比 MAA更适合作为功能单
体 [ 28 ]。为了解决 22VPy或 42VPy无法产生电渗流的问题 , Deng等 [ 28 ]在聚合反应液中加入了γ2MAPS,
成功拆分了布洛芬外消旋体。γ2MAPS可溶于非极性的聚合反应液 , 暴露在印迹聚合物表面γ2MAPS分
子内的 Si—O—C键易水解生成硅醇基 , 可产生电渗流。并且硅醇基与印迹聚合物表面吡啶环之间的相
互作用可减少聚合物的非特异性吸附 , 提高拆分效果。
316　用于寡肽分离
Rachkov等 [ 29 ]提出一种抗原表位法用于制备可识别蛋白质和寡肽的分子印迹聚合物 , 该方法基于
这样的思想 : 使用短肽为模板制备的印迹聚合物不仅能识别该短肽 , 也能识别含有该短肽的寡肽以及
表面裸露该短肽的蛋白质。
L in等 [ 30 ]使用 L 2苯丙氨酸作为印迹分子制备整体柱。印迹聚合物与被分析物中的短肽产生疏水作
用、氢键、静电作用、形成席夫碱等多种结合 , 可以在 20 m in内分离血管紧缩素 Ⅰ, 血管紧缩素 Ⅱ,
催产素 (oxytocin) , 加压素 ( vasop ressin) , tocinoic acid (一种催产素抑制剂 ) , 牛 β2酪啡肽 (β2casomor2
phin bovine) , 人β2酪啡肽 (β2casomorphin human) , 和 FMRF am ide (一种神经肽 )等至少包含苯丙氨酸
或酪氨酸之一的寡肽。
4　展　望
在 M IP - CEC的制备过程中 , 对于不同的印迹分子 , 都要进行大量的最优条件的摸索 [ 31 ] , 因此以
后的研究中 , 有必要理论地探讨 M IP在毛细管中形成的机理以及分子识别过程 , 从理论上规范化制备
方法 , 缩短制备时间 , 提高制备成功率。与印迹分子结构相类似的外消旋体 , 也可以在印迹分子作为




目前为止 , 制备成功的 M IP - CEC所选用的模板均为小分子 , 而且多为有机相体系合成聚合物 ,
尚未发现将蛋白质等生物大分子应用于 M IP - CEC的报道。据研究 , 至少有两个因素阻碍了对生物大
分子印迹聚合物的合成 : 空间因素 [ 32 ]和热力学因素 [ 33 ]。空间因素是指大分子不容易进入或从印迹聚
合物中洗脱出来 , 热力学因素是指多肽和蛋白质等生物大分子通常是柔性的 , 从而使印迹聚合物的识
别性不好。因此 , 利用蛋白质分子为模板制备可识别蛋白质的印迹聚合物是一项有挑战性的工作。随
着蛋白质印迹技术的发展 , 应逐步将蛋白质分子印迹技术引入分子印迹电色谱整体柱的制备中 , 以拓
宽 M IP - CEC的应用范围。
寻找新型交联剂 , 提高分子印迹聚合物孔径的均匀性以获得高的柱效 , 也是 M IP - CEC的一个主
要研究方向 [ 34 ]。有理由相信 , 随着分析科学的进步 , M IP - CEC技术将得到更加广阔的发展。
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